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(54) Title: DYNAMIC DETERMINATION OF ANALYTES 

< 

^ (54) Bezeichnung: DYNAMISCHE BESTIMMUNG VON ANALYTEN 

I/) (57) Abstract: The invention relates to a method for the determination of analytes using carrier chips comprising arrays of different 
© receptors in immobilized form on the surface of said chips. The method is performed dynamically in several cycles. Information 
^ obtained in a previous cycle on the modification or alteration of said receptors is used in the following cycle. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung von Analyten unter Verwendung von Tragerchips, 
Q die Arrays von unterschiedlichen Rezeptoren in immobilisierter Form auf ihrer Oberflache enthalten. Das Verfahren wird dynamise h 
in mehreren Zyklen durchgef unit, wobei die aus einem vorhergehenden Zyklus gewonnene Information zur Modifizierung bzw. 
Veranderung der Rezeptoren im nachfolgenden Zyklus genutzt wird. 
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Dynamische Bestimmung von Anaiyten 

Beschreibung 

5 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung von Anaiyten unter 
Verwendung von Tragerchips, die Arrays von unterschiedlichen Rezeptoren 
in immobilisierter Form auf ihrer Oberflache enthalten. Das Verfahren wird 
dynamisch in mehreren Zyklen durchgefuhrt, wobei die aus einem 
o vorhergehenden Zyklus gewonnene Information zur Modifizierung bzw. 
Veranderung der Rezeptoren im nachfolgenden Zyklus genutzt wird. 

1 . Einleitung 

5 Fur die Grundlagenforschung, die Medizin die Biotechnologie sowie weitere 
wissenschaftliche Disziplinen ist die Erfassung biologisch relevanter 
Information in definiertem Untersuchungsmaterial von herausragender 
Bedeutung. Zumeist steht dabei die genetische Information im Mittelpunkt 
des Interesses. Diese genetische Information besteht in einer enormen 
Vielfalt unterschiedlicher Nukleinsauresequewzen, der DNA. Die Nutzung 
dieser Information im biologischen Organismus fuhrt iiber die Herstellung 
von Abschriften der DNA in RNA meist zur Synthese von Proteinen. 
Weitere wertvolle Information kann aus der Analyse von RNA und 
Proteinen sowie den anfallenden Stoffwechselprodukten gewonnen 
werden. 

Um die Wirkprinzipien der Natur auf Basis der Genetik besser verstehen zu 
konnen, ist eine effiziente und sichere Entschlusselung von DNA- 
Sequenzen notwendig. Die Detektion von Nukleinsauren und die 
Bestimmung der Abfolge der vier Basen in der Kette der Nukleotide, die 
generell als Sequenzierung bezeichnet wird, liefert wertvolle Daten fur 
Forschung und angewandte Medizin. In der Medizin konnte in stark 
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zunehmendem MaSr durch die in vitro-Diagnostik (IVD) ein 
Instrumentarium zur Bestimmung wichtiger Patientenparameter entwickelt 
und dem behandelnden Arzt zur Verfugung gestelit werden. Fur viele 
Erkrankungen ware eine Diagnose zu einem ausreichend fruhen Zeitpunkt 
5 ohne dieses Instrumentarium nicht moglich. Hier hat sich die genetische 
Analyse als wichtiges neues Verfahren etabliert. 

In enger Verzahnung von Grundlagenforschung und klinischer Forschung 
konnten die molekularen Ursachen und (pathologischen) Zusammenhange 

io einiger Krankheitsbilder bis auf die Ebene der genetischen Information 
zuruckverfolgt und aufgeklart werden. Diese wissenschaftliche 
Vorgehensweise steht jedoch noch am Anfang ihrer Entwicklung und 
gerade fur ihre Umsetzung im Rahmen von Therapiestrategien bedarf es 
stark intensivierter Anstrengungen. Insgesamt haben die Genom- 

is wissenschaften und die damit im Zusammenhang stehende 
Nukleinsaureanalytik sowohl zum Verstandnis der molekularen Grundlagen 
des Lebens als auch zur Aufklarung sehr komplexer Krankheitsbilder und 
pathologischer Vorgange wichtige Beitrage geleistet. 

20 2. Stand der Technik 

Weitere wesentliche Beitrage durch molekulare Analyseverfahren sind 
sowohl fur die Entwicklung von Therapien und Wirksubstanzen im Umfeld 
von Medizin als auch fur die Entwicklung biotechnischer Ansatze zu 
25 erwarten. Solche gehoren z.B. zu den Bereichen Rohstoffe, Umwelt, 
Produktionsverfahren, Agrar und Nutztierzucht oder Forensik. 

Genetische Information wird durch Analyse von Nukleinsauren, meist in 
Form von DNA, gewonnen. Es gibt drei wesentliche Techniken fur die 
30 Analyse von DNA. Der wichtigste Vertreter der ersten Kategorie ist die 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Diese und verwandte Methoden dienen 
der selektiven enzymgestutzen Vervielfaltigung (Amplifikation) von 
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Nukleinsauren, indem kurze flankierende Strange mit bekannter Sequenz 
genutzt werden, urn die enzymatische Synthese des dazwischenliegenden 
Bereiches zu starten, meist mittels einer Polymerase. Dabei mud die 
Sequenz dieses Bereiches nicht im Detail bekannt sein. Der Mechanismus 
5 erlaubt damit anhand eines kleinen Ausschnittes an Information (den 
flankierenden DNA Strangen) die selektive Vervielfaltigung eines 
bestimmten DNA Abschnittes, so dass dieser vervielfaltigte DNA Strang in 
gro&er Menge fur weitere Arbeiten und Analysen zur Verfugung steht. 

io Als zweite Basistechnik wird die Elektrophorese verwendet. Dabei handelt 
es sich urn eine Technik zur Trennung von DNA Molekulen anhand ihrer 
GroBe. Die Trennung erfolgt in einem elektrischen Feld, das die DNA 
Molekiile zur Wanderung zwingt. Durch geeignete Medien, wie z.B. 
vernetzte Gele, wird die Bewegung im elektrischen Feld abhangig von der 

15 Molekulgrofce erschwert, so dass kleine Molekiile und damit kurzere DNA 
Fragmente schneller wandern als langere. Elektrophorese ist die wichtigste 
etablierte Methode fur die DNA Sequenzierung und daruber hinaus fur viele 
Verf ahren zur Reinigung und Analyse von DNA. Das verbreitetste Verfahren 
ist die Flachbett-Gelelektrophorese, die im Bereich der Hochdurchsatz- 

20 sequenzierung allerdings zunehmend von der Kapiliar-Gelelektrophorese 
verdrangt wird. 

Bei der dritten Methode handelt es sich urn die Analyse von Nukleinsauren 
durch sogenannte Hybridisierung. Hierbei wird eine DNA Sonde mit 
25 bekannter Sequenz verwendet, um eine komplementare Nukleinsaure zu 
identifizieren r meistens vor dem Hintergrund eines komplexen Gemisches 
von sehr vielen DNA- oder RNA-Molekulen. Die passenden Strange binden 
sich stabil und sehr spezifisch aneinander. 



30 



Die drei Basistechniken kommen haufig in Kombination vor, indem z.B. das 
Probenmaterial fur ein Hybridisierungsexperiment vorher selektiv durch PCR 
vervielfaltigt wird. 
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Bei der Sequenzanalyse auf einem DNA-Tragerchip nutzt man ebenfalls das 
Prinzip der Hybridisierung von zueinander passenden DNA-Strangen aus. 
Die Entwicklung von DNA-Tragerchips oder DNA-Arrays bedeutet eine 
extreme Parallelisierung und Miniaturisierung des Formats von 

5 Hybridisierungs-experimenten. DNA in einer Probe kann nur an den Stellen 
an die auf dem Trager fixierte DNA binden, an denen die Sequenz der 
beiden DNA-Strange ubereinstimmt. Mit Hilfe der fixierten DNA auf dem 
Chip kann selektiv die komplementare DNA in der Probe nachgewiesen 
werden. Dadurch werden beispielsweise Mutationen im Probenmaterial 

io durch das Muster erkannt, das nach der Hybridisierung auf dem Trager 
entsteht. 



Der wesentliche Engpass bei der Bearbeitung von sehr komplexer 
genetischer Information mit einem soichen Trager ist der Zugriff auf diese 
is Information durch die begrenzte Zahl von Messplatzen auf dem Trager. Ein 
solcher Messplatz ist ein Reaktionsbereich, in dem bei der Herstellung des 
Tragers DNA-Molekule als spezifische Reaktionspartner, sog. Sonden, 
synthetisiert werden. 

20 Fur einen grolSeren Datendurchsatz gibt es prinzipiell zwei Moglichkeiten: 
Die eine besteht darin, die Anzahl der Messplatze auf einem 
Reaktionstrager zu erhohen. Die Anzahl der moglichen Sonden bleibt aber 
immer noch niedrig im Vergleich zur biologischen Vielfalt und mimimai im 
Verhaltnis zur statistischen Vielfalt. Die zweite beruht darauf, die Anzahl 

25 der unterschiedlichen Sonden zu steigern, die das System pro Zeit (und pro 
eingesetztem Geld) erzeugen und fur Hybridisierung bereitstellen kann. Die 
zweite Moglichkeit hat etwas mit der Anzahl an Varianten zu tun, die im 
System generiert und fur die Analyse zur Verfugung gestellt werden 
(Datendurchsatz). 

30 

Bei dem Begriff genetische Information muss unterschieden werden 
zwischen unbekannten Sequenzen, die zum ersten mal dekodiert werden 
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(dies wird im allgemeinen unter dem Begriff Sequenzieren verstanden, auch 
de novo Sequenzierung) und bekannten Sequenzen, die aus anderen 
Grunden als dem erstmaligen Dekodieren identifiziert werden sollen. Solche 
anderen Griinde sind beispielsweise die Untersuchung der Expression von 
5 Genen oder die Verifizierung der Sequenz eines interessierenden DNA 
Abschnittes bei einem individuum. Dies kann z.B. geschehen, um die 
individuelle Sequenz mit einem Standard zu vergleichen, wie bei der 
Mutationsanalyse von Krebszellen und der Typisierung von HIV Viren. 

io Fur die de novo Sequenzierung werden bislang fast ausschlie&lich 
elektrophoretische Methoden verwendet. Am schnellsten ist die 
Kapillarelektrophorese. 

Trager spielen fur die de novo Sequenzierung bislang kaum eine Rolle. Dies 
is liegt an prinzipiellen Limitationen: f ur den Informationsgewinn durch 

Sequenzvergleich miissen Sonden auf dem Trager bereitgestellt werden. 

Bei der Bearbeitung von unbekanntem Material braucht man sehr viele 

unterschiedliche Sonden (Varianten). Kein bislang bekanntes Verfahren ist 

in der Lage, die notwendigen Varianten-Zahlen fur ein effektives 
20 Sequenzieren durch Sequenzvergleich von sehr groBen DNA Mengen zu 

generieren. Solche sehr groften DNA Mengen liegen z.B. bei der 

Sequenzbestimmung von ganzen Genomen vor. 

Bislang sind im Wesentlichen zwei Verfahren zur Herstellung von Tragern 
25 bekannt. Beim ersten Herstellungsverfahren werden die fertigen Sonden 
einzeln entweder in einem Synthesizer (chemisch) oder aus isolierter DNA 
(enzymatisch) hergestellt und diese dann in Form winziger Tropfen auf die 
Oberflache des Trager aufgebracht, und zwar jede einzelne Sorte der 
Sonden auf einen einzelnen Messplatz. Das verbreitetste Verfahren hierzu 
30 leitet sich aus der Tintenstrahldrucktechnik ab, daher werden diese 
Verfahren unter dem Oberbegriff Spotting zusammengefalSt. Ebenfalls weit 
verbreitet sind Verfahren mit Nadeln. Nur durch die Mikro-Positionierung 
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von Druckkopf oder Nadel kann spater ein Signal auf dem Chip einer 
bestimmten Sonde zugeordnet werden (Array mit Zeilen und Spalten). 
Entsprechend genau mussen die Spotting-Gerate arbeiten. 

5 Bei der zweiten Methode werden die DNA Sonden direkt auf dem Chip 
hergestellt, und zwar durch ortsspezifische Chemie (in situ Synthese). Dazu 
gibt es derzeit zwei Verfahren. 

Das eine arbeitet mit den oben beschriebenen Spotting-Geraten, jedoch mit 
10 dem Unterschied, dass die winzigen Tropfen entsprechende Synthese- 
chemikalien enthalten, so dass durch die Mikro-Positionierung dieser 
Chemikalien die ortsaufgeldste Chemie betrieben werden kann. Die 
Technologie erlaubt eine beliebige Programmierung der Sequenz der 
entstehenden Sonden. Allerdings ist bisher der Durchsatz, das heiSt die 
15 Anzahl der Sonden pro Zeit r nicht wirklich hoch genug, um groBe Mengen 
genetischer Information umzusetzen, zudem ist die GrdfSe der MelSplatze 
begrenzt. 

Sehr viel mehr Messplatze pro Zeit lassen sich mit der zweiten Methode 
20 herstellen: die parallele Synthese der Sonden mit einer lichtabhangigen 
Chemie. Damit wurden bereits uber 100.000 Messplatze pro Chip in 
wenigen Stunden synthetisiert. 

Das Verfahren wird mit zwei technischen Losungen fur die Belichtung 
25 betrieben. Die eine verwendet photolithographische Masken und erzeugt 
durch die hoch entwickelte Optik sehr viele Messplatze auf dem DNA- 
Trager. Allerdings ist die Wahl der Sondensequenz sehr limitiert, da 
entsprechende Masken hergestellt werden mussen. Fur das 
erfindungsgemaSe Verfahren ist diese Herstellmethode daher wenig 
30 geeignet. Wesentlich aussichtsreicher sind Verfahren mit frei 
programmierbarer Sondensequenz, die auf Basis entsprechend steuerbarer 
Lichtquellen arbeiten. Solche Herstellverfahren fur Sonden auf einem Trager 
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sind u.a. in den Patentanmeldungen DE 198 39 254.0, DE 198 39 256.7, 
DE 199 07 080.6, DE 199 24 327.1, DE 199 40 749.5, PCT/EP99/0631 6 
und PCT/EP99/06317 beschrieben. 

5 Zusammenfassend la(5t sich sagen, dass mit den bisher etablierten 
Techniken zur Bearbeitung groSerer Mengen genetischer Information mit 
ganz oder teilweise unbekannter Zusammensetzung, namlich 
Elektrophoreseverfahren und Biochip-Tragern, eine Limitation des 
Durchsatzes gegeben ist. Hochdurchsatzprojekte fur die Neusequenzierung 

io sind bisher auf GrolSensortierung mit Elektrophorese angewiesen (u.a. das 
Human Genom Projekt HUGO}. Hier sind zwar Verbesserungen durch 
Miniaturisierung und Parallelisierung zu erwarten, aber keine Durchbruche, 
da die Technik an sich nicht verandert werden kann. Elektrophorese kann 
die meisten Anwendungen von Biochips, wie z.B. Expressions-Muster oder 

is Mutations-Screening, nicht oder nur sehr viel langsamer leisten. Die bisher 
bekannten Biochips sind ihrerseits fur Neusequenzierung ungeeignet, der 
Schwerpunkt liegt auf der hochparalleien Bearbeitung von Material auf 
Basis bekannter Sequenzen (u.a. in Form von synthetischen 
Oligonukleotiden als Sonden). Eine dynamische bzw. evolutive Auswahl, 

20 ein Informationszyklus oder ein Selektionsprozess, konnen von diesen 
Biochips nicht in effizienter und okonomischer Weise geleistet werden. 
Beide Formate haben einen limitierten Durchsatz an genetischer 
Information. Um diesen Durchsatz zu erhohen mussen neue Ansatze 
entwickelt werden. Das erfindungsgemaSe Verfahren ist ein solcher 

25 Ansatz, der fur Nukleinsauren, aber auch fur andere Substanzklassen wie 
Peptide, Proteine und andere organische Molekule eingesetzt werden kann. 

3. Gegenstand der Erfindung 

30 Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung von Analyten in einer 
Probe umfassend die Schritte: 

(a) Durchfiihren eines ersten Bestimmungszyklus umfassend: 
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(i) Bereitstellen eines Tragers mit einer Oberflache, die an einer 
Vielzahl von vorbestimmten Bereichen immobilisierte 
Rezeptoren enthalt, wobei die Rezeptoren in einzelnen 
Bereichen jeweils eine unterschiedliche Analytspezifitat 

5 aufweisen, 

(ii) Inkontaktbringen der Probe, die zu bestimmende Analyten 
enthalt mit dem Trager unter Bedingungen, bei denen eine 
Bindung zwischen den zu bestimmenden Analyten und dafiir 
spezifischen Rezeptoren auf dem Trager erfolgen kann, und 

io (iii) Identifizieren der vorbestimmten Bereiche auf dem Trager, an 

denen eine Bindung in Schritt (ii) erfolgt ist, 

(b) Durchfuhren eines nachfolgenden Bestimmungszyklus umfassend: 

(i) Bereitstellen eines weiteren Tragers mit einer Oberflache, die 
an einer Vielzhal von vorbestimmten Bereichen immobilisierte 

15 Rezeptoren enthalt, wobei die Rezeptoren in einzelnen 

Bereichen jeweils eine unterschiedliche Analytspezifitat 
aufweisen, wobei fur den weiteren Trager Rezeptoren 
ausgewahlt werden, bei denen in einem vorhergehenden 
Zyklus ein vorbestimmtes charakteristisches Signal 

20 beobachtet worden ist und wobei die ausgewahlten 

Rezeptoren oder/und die Bedingungen der Rezeptor-Analyt- 
Bindung gegenuber einem vorhergehenden 
Bestimmungszyklus verandert werden, 

(ii) Wiederholen von Schritt (a) (ii) mit dem weiteren Trager und 
25 (iii) Wiederholen von Schritt (a) (iii) mit dem weiteren Trager und 

(c) gegebenenfalls Durchfuhren von einem oder mehreren weiteren 
nachfolgenden Bestimmungszyklen jeweils mit Auswahl und 
Veranderung der Rezeptoren gemalS Schritt (b) (i), bis eine 
ausreichende Information uber die zu bestimmenden Analyten 

30 vorliegt oder/und die ausgewahlten Rezeptoren ein vorbestimmten 

Kriterien genugendes Signal liefern. 
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Unter Trager oder Reaktionstrager sollen in diesem Zusammenhang sowohl 
offene als auch geschlossene Trager verstanden werden. Offene Trager 
konnen planar (z.B. Labordeckglas), aber auch speziell geformt (z.B. 
schalenformig) sein. Bei alien offenen Tragern ist als Oberflache eine Flache 

5 auf der AulSenseite des Tragers zu verstehen. Geschlossene Trager haben 
eine innenliegende Struktur, die beispielweise Mikrokanale, Reaktionsraume 
oder/und Kapillaren umfafct. Hier sind als Oberflachen des Tragers die 
Oberflachen von zwei- oder dreidimensional ausgepragten Mikrostrukturen 
im Inneren des Tragers zu verstehen. Naturlich ist auch die Kombination 

10 von innenliegenden geschlossenen und aulSenliegenden offenen 
Oberflachen in einem Trager denkbar. Als Materialien fur Trager kommen 
beispielweise Glas wie Pyrax, Ubk7, B270, Foturan, Silizium und 
Siliziumderivate, Kunststoffe wie PVC, COC oder Teflon sowie Kalrez zum 
Einsatz. 

15 

Eine flexible, schnelle und voll automatische Methode der Array- 
Generierung mit integrierter Detektion in einem logischen System, wie sie 
z.B. DE 199 24 327.1, DE 199 40 749.5 und PCT/EP99/0631 7 
beschrieben ist, ermoglicht es, innerhalb von kurzer Zeit durch die 

20 Auswertung der Daten eines Arrays die notwendigen Informationen fur den 
Aufbau eines neuen Arrays zu erhalten (Informationszyklus). Dieser 
Informationszyklus erlaubt eine automatische Anpassung der nachsten 
Analyse durch Auswahl geeig-neter Polymersonden fur das neue Array. 
Dabei kann unter Berucksichtigung des erhaltenen Ergebnisses die Breite 

25 der Fragestellung zugunsten einer hoheren Spezifitat eingeschrankt oder die 
Richtung der Fragestellung moduliert werden. Weiterhin konnen durch die 
Veranderung von Rezeptoren auch teilspezifische Analytbindungen, z.B. 
Bindungen von einander "ahnlichen" Analytgruppen verfolgt werden, bis 
eine genaue Zuordnung des Analyten in der Probe moglich ist. Somit wird 

30 im Vergleich zu den bisher gangigen und oben teilweise beschriebenen 
Verfahren mit relativ geringem Aufwand ein Vielfaches der bisherigen 
Informationsmenge umgesetzt und dabei wertvolle Information gesammelt. 



WO 01/40509 



PCT/EP00/11968 



10 



- 10 - 

Bei dem erfindungsgerr afcen Verfahren wird dieses neue Format fur DNA- 
Arrays genutzt und weiterentwickelt, indem die spezifischen Sonden auf 
bzw. in dem Trager flexibel mittels in situ Synthese hergestellt werden, so 
dass ein Informationsflufc moglich wird. Jede neue Synthese des Arrays 
kann die Ergebnisse eines vorangegangenen Experimentes berucksichtigen. 
Durch geeignete Wahl von Sonden in Bezug auf ihre Lange, Sequenz und 
Verteilung auf dem Reaktionstrager und eine Ruckkopplung des Systems 
mit integrierter Signalauswertung wird ein effizientes Prozessieren von 
genetischer Information moglich. 



Durch die raumliche und zeitliche Kopplung von Herstellung und 
Auswertung (Analyse) der Arrays, bevorzugt in einem Gerat, kann der 
Prozess und die Verwendung von Informationszyklen leicht automatisiert 
werden. Der Anwender legt in diesem Fall die Kriterien fur die Auswahl 
15 (Selektionskriterien) fest. 

Das erfindungsgemafce Verfahren ist grundsatzlich zur Bestimmung 
beliebiger Analyten geeignet, wie sie in Probenmaterial, insbesondere 
Proben biologischen Ursprungs vorkommen konnen. Besonders bevorzugt 
20 erfolgt eine Bestimmung von Nukleinsauren-Analyten. Es konnen jedoch 
auch Proteine, Peptide, Glykoproteine, Arzneimittel, Drogen, metabolische 
Zwischenprodukte etc. bestimmt werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden als Rezeptoren 
25 Polymersonden, insbesondere Nukleinsauren oder deren Analoga, z.B. 
peptidische Nukleinsauren (PNA) oder "locked nucleic acids" (LNA), 
verwendet. Es ist aber auch die Anwendung anderer Arten von Rezeptoren 
denkbar, oder eine Kombination mehrerer Arten von Rezeptoren, z.B. 
Peptide, Proteine, Saccharide, Lipide oder andere organische oder 
30 inorganische Verbindungen, die entsprechend in einem Array angeordnet 
werden konnen. 
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Die Bindung der Analyten an Rezeptoren an den jeweiligen Teilbereichen 
auf der Rezeptoroberflache wird vorzugsweise uber Markierungsgruppen 
nach-gewiesen. Die Markierungsgruppen konnen dabei direkt Oder indirekt, 
z.B. uber losliche analytspezifische Rezeptoren, an den Analyten gebunden 
5 werden. Vorzugsweise werden Markierungsgruppen verwendet, die optisch 
detektierbar sind, z.B. durch Fluoreszenz, Lichtbrechung, Lumineszenz oder 
Absorption. Bevorzugte Beispiele fur Markierungsgruppen sind fiuores- 
zierende Gruppen oder optisch nachweisbare Metallpartikel, z.B. Goldpar- 
tikel. 

10 

Durch die sofortige Auswertung und anschliefcende Nutzung der gesam- 
melten Daten wird das unten beschriebene Verfahren zu einem 
Lemprozess, mit dessen Hilfe es unter anderem moglich ist, z. B. in kurzer 
Zeit alle 25 Nukleotide langen Nukleinsauren (25-mere) in einer 
15 vorgegebenen Sequenz zu bestimmen, ohne sie in ihrer Vielfalt (4 25 = 
1.125899907 x 10 15 ) synthetisieren zu mussen. 

Dies kann in der bevorzugten Ausfuhrungsform genutzt werden, urn in 
einer unbekannten Sequenz oder einem Gemisch unbekannter Sequenzen 
20 eine Anzahl von Teilsequenzen mit geringer oder keiner Redundanz zu 
identifizieren, so dass schlie&lich in einer Art Filter die Teilmenge der 
tatsachlich vorhandenen Sequenzen von der Menge dertheoretisch in einer 
Nukleinsaure moglichen Teilsequenzen abgetrennt wird. 

25 Fur die Expressionsanalyse ist auch die schnelle bzw. okonomische und 
automatisierbare Auswahl eines ausgewahlten Satzes an Polymersonden, 
der einer Subpopulation an Genen entspricht, aus einem gesamten Genom, 
das ggf. bereits als Sequenzinformation in einer Datenbank abgelegt ist, 
moglich. 

30 

Eine weitere wichtige Anwendung ist die empirisch gestutzte Auswahl von 
Polymersonden-Satzen mit bestimmten Eigenschaften. Diese Eigenschaften 
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konnen im Fall von Nukleinsauren-Sonden z.B. Bindeverhalten, 
Schmelzpunkt, Zuganglichkeit zu Zielmolekulen (targets) oder andere 
Eigenschaften sein, nach denen sich gezielt selektionieren lasst. 

5 In einer anderen Ausfuhrungsform wird nicht die Zusammensetzung der 
Rezeptoren, sondern die Geometrie der Arrays wahrend des Verfahrens 
variiert. Dies kann z.B. die Grdfce des Messfeldes sein, auf dem die 
Polymersonden synthetisiert werden (Syntheseplatze). Auch hier kann nach 
bestimmten Kriterien anhand des korrespondierenden Signals eine 
10 Optimierung erfolgen. 

4. Ausftihrliche Beschreibung der Erfindung 

4.1 Zahlenverhaltnisse 

15 

In jeder, aus m Nukleotiden bestehenden Sequenz konnen maximal m-n+ 1 
Teilsequenzen der Lange n auftreten. Dies bedeutet, dass fur jede 
Gesamtsequenzlange m eine spezifische Sequenzlange n existiert, fur die 
die Anzahl aller moglichen /7-mere (4") die Anzahl m-n + 1 der in der 
20 Gesamtsequenz moglichen Teilsequenzen der Lange n uberschreitet. 

Im E.coli Genom z. B. f das aus ca. 4,6 x 10 6 Nukleotiden besteht, konnen 
somit maximal ca. 4,6 x 10 6 Sequenzabschnitte einer beliebigen Lange n 
auftreten. Wahlt man n=12, so ist die Anzahl aller 12-mere mit 4 12 = 
25 16777216 deutlich grower als die maximale Anzahl der im £. coli Genom 
auftretenden 12-mere. Es konnen also auf keinen Fall alle 12-mere und 
somit auch niemals alle langeren (n+1)-, (n + 2)-mere / usw. in diesem 
Genom auftreten. 

30 
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Tabelle 1 : Wahrscheinlichkeiten (in %) fur das Auftreten eines n-meren in 
einer Sequenz der Lange m 
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1000 10000 


50000) 100000 
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3,0514 6,1031 
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61,0348 
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100.0000 


8 


0,0075 


0.0152 


0.1525 


0,7628 1,5258 
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100,0000 
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11 
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13 
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0,0000 
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0,0745 
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0.0019 


0.0037 


0.0186 


0.0373 


15 


0.0000 


0.0000 


0.0000 


0.0000 
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0.0005 
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0,0047 


0.0093 


16 


0.0000 


0.0000 


0.0000 


0.0000 


0,0000 
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0.0012 


0,0023 


17 


0.0000 


0.0000 


0.0000 


0,0000 


0.0000 


0.0000 


0,0001 


0.0003 


0,0006 


18 


0.0000 


0,0000 


0,0000 


0,0000 


0.0000 


0.0000 


0.0000 


0.0001 


0.0001 


19 


0,0000 


0,0000 


0,0000 


0.0000 


0.0000 


0,0000 


0.0000 


0.0000 


0.0000 



Der oben beschriebene Sachverhait wird in Tabelle 1 anschaulich 
dargestellt. Fur ein beliebiges, aber test gewahltes n-mer wird jeweils die 
Wahrscheinlichkeit berechnet, mit der es in einer Sequenz der Lange m 
auftritt, wenn man zur Vereinfachung eine Gieichverteilung aller n-mere 
voraussetzt. Die Wahrscheinlichkeit wird dabei bestimmt durch die Lange 
m der Sequenz, der Lange n der beobachteten Teilsequenz und der Anzahl 
aller mogiichen Sequenzen der Lange n. 

Es ist deutlich zu erkennen, dass die Werte fur die Wahrscheinlichkeit sehr 
klein werden, sobald die Lange n der beobachteten Teilsequenz so groft 
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wird, dass nicht mehr alle fl-mere der Sequenz der Lange m auftreten 
konnen. Dieses Verhaitnis zwischen der Sequenzabschnittslange n, der 
Sequenzlange m und der in der Sequenz der Lange m enthaltenen 
maximalen Anzahl von Teilsequenzen der Lange n wird in Tabelle 2 
s dargestellt. In jeder Sequenz, die ktirzer ist als der fur m angegebene Wert, 
kann jeweils nur ein Teil aller moglichen Abschnitte der angegebenen Lange 
n vorkommen. 

Tabelle 2: Verhaitnis zwischen der Sequenzlange m und der maximal 
10 moglichen Anzahl der in ihr enthaltenen unterschiedlichen /7-mere 





Sequenzlange 


n-mere in der Sequenz 


n 


m 


m -4 A n + 1 
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66 


64 
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4101 


4096 
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16384 
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65543 


65536 
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262152 


262144 


10 


1048585 


1048576 


12 


16777227 


16777216 


13 


67108876 


67108864 


14 


268435469 


268435456 


15 


1073741838 


1073741824 


16 


4294967311 


4294967296 


17 


17179869200 


17179869184 


18 


68719476753 


68719476736 


19 


2.74878E+11 


2J4878E+11 


20 


1.09951E+12 


1.09951E+12 


25 


1,1259E+15 


1.1259E+15 



Fur ein Array, auf dem alle Sonden der Lange s synthetisiert werden, 
25 bedeuten die obigen Uberlegungen zum Beispiel, dass nach einer 

Hybridisierung mit der Ausgangssequenz bei geeignet gewahlten Synthese- 

und Hybridisierungsbedingungen nie alle Sonden ein Signal liefern konnen. 

Bei einer geschickten Wahl der Sondenlange s kann eine Obergrenze fur die 

Anzahl der signalgebenden Sonden vorgeben werden, diese wird bestimmt 
30 durch s > m 4- 1-SP, wobei SP die Anzahl der signalgebenden Sonden ist. 

Eine solche Obergrenze kann z.B. bei der Sequenzierung zur Bestimmung 

der Start-Sondenlange von Bedeutung sein. 
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4.2 Dynamischer Arrayaufbau 
4.2.1 Verfahren 

5 Wie oben beschrieben, kann in jeder Sequenz nur ein Bruchteil der 
moglichen Nukleotidkombinationen einer Lange n genutzt werden, daher ist 
es sinnvoll, auch nur eine Auswahl dieser Kombinationen auf den Arrays zu 
synthetisieren, um die gewunschte Sequenz zu untersuchen. 

o Die Lange s der Startsonden, d.h. der Sonden auf dem ersten Array, kann 
nach unterschiedlichen, sich aus der Anwendung ergebenden Kriterien 
gewahlt werden. Fur das oben erwahnte Verfahren kann dies z. B. die 
maximal gewunschte Anzahl der signalgebenden Sonden sein. Sollen auf 
dem ersten Array alle moglichen Kombinationen einer gewissen Lange s 
5 synthetisiert werden, so ist z. B. die Grofce des vorhandenen Arrays ein 
Kriterium zur Bestimmung der Sondenlange, da die benotigte 
Stellplatzanzahl (4 s ) die Anzahl der vorhandenen Stellplatze nicht 
uberschreiten darf. 

Fur andere Anwendungen ist es u. a. denkbar, dass nur Sonden mit 
gleichen Eigenschaften, z. B. mit der gleichen Start- oder Endsequenz von 
Interesse sind, dies reduziert wiederum die Anzahl der moglichen Sonden. 

Auf dem im ersten Bestimmungszyklus eingesetzten Array werden nun alle 
Sonden der gewahlten Lange und Eigenschaften synthetisiert, gegen sie 
wird die zu untersuchende Sequenz hybridisiert. Wie oben beschrieben ist 
es unwahrscheinlich, dass nach der Hybridisierung von alien Stellplatzen 
Signale ausgehen, da bei geschickter Wahl der Sondenlange nicht alle 
Sondensequenzen in der Ausgangssequenz vorkommen konnen. Zudem 
treten einige Sondensequenzen haufiger in der Ausgangssequenz auf, was 
zu Mehrfachbindungen an einzelne Stellplatze fiihrt und somit die Anzahl 
der Signale reduziert. 
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Alle fur die jeweilige Anwendung relevanten Stellplatze werden auf einem 
neuen Array variiert. Dies kann auf verschiedenen Arten geschehen. 

4.2.2 Variation durch Verlangerung der Sonden / iterativer Sondenaufbau 

5 

Eine M6glichkeit f die Sonden auf einem neuen Array zu variieren ist es, sie 
in ihrer Lange zu verandern, d. h., sie durch Verlangerung um ein oder 
mehrere Nukleotide spezifischer zu machen. Dazu werden alle Sonden, die 
auf dem Vorgangerarray ein Signal erzeugt haben, auf einem neuen Array 
o synthetisiert und jeweils um alle fur die untersuchte Sequenzart relevanten 
Nukleotidbausteine verlangert. Fur eine Untersuchung von DNA/RNA- 
Sequenzen bedeutet dies z. B. eine Verlangerung jeder Sonde um die vier 
Nukleotide Adenin, Thymin, Guanin und Cytosin. In diesem Fall werden fur 
einen Stellplatz auf dem Vorgangerarray vier Stellplatze auf dem neuen 
Array benotigt, fur jedes der vier Nukleotide einer, siehe Tabelle 3. In alien 
anderen Fallen ergeben sich auf dem neuen Array so viele Stellplatze pro 
Stellplatz auf dem Vorgangerarray, wie es Bausteine gibt, um die die 
Sonden erweitert werden konnen. 

Tabelle 3: Beispiel fur die Sondenverlangerung bei DNA-/RNA-Sequenzen 
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Gegen die neu synthetisierten Sonden des Folgearrays wird die 
Ausgangssequenz hybridisiert; auch nach diesem Vorgang werden nicht 
alle Sonden ein Signal abgeben. Die relevanten Sonden werden auf einem 
neuen Array aufgebaut und weiter verlangert, die neue Stellplatzanzahl ist 
5 somit immer das Vierfache der Signalanzahl auf dem Vorgangerarray. 
Dieses Vorgehen wird so lange wiederholt bis eine vorher festgelegte 
maximale Sondenlange erreicht wird. 

4.2.3 Filterwirkung des iterativen Aufbaus 

o 

Der hier beschriebenen iterativen Aufbau der fur die Untersuchung der 
Ausgangssequenz relevanten Sonden wirkt wie ein Filter, der unabhangig 
von der Sondenlange die Sonden aussortiert, die kein Signal geliefert 
haben. Auf jedem neuen Array werden dann so viele Sonden zur Verfugung 
5 gestellt, wie es Moglichkeiten gibt, eine erfolgreiche Sonde zu verlangern. 
Nach dem Uberschreiten einer von der Lange und Art der 
Ausgangssequenz abhangigen spezifischen Sondenlange wird sich die 
Anzahl der Signale auf den folgenden Arrays nicht weiter vergroGern, die 
Stellplatzanzahl bleibt also annahernd konstant. Das Verfahren ermoglicht 
es somit fiir die jeweilige Anwendung wichtirje, sehr spezifische Sonden zu 
selektieren und nur diese zu synthetisieren. Jede Probensequenz kann also 
mit der Vielfalt der Oligonukleotide von spezifischer Lange verglichen 
werden, ohne alle moglichen Kombinationen dieser Lange erzeugen zu 
mussen, es besteht somit keine Einschrankung in der Kombinationsvielfalt 
bei der Untersuchung der Ausgangssequenzen. 

Die Kriterien fur eine erfolgreiche Sonde konnen dabei als Parameter variiert 
bzw. abhangig von den Zielen der Optimierung festgelegt werden. Eine 
solche Festlegung konnte auch die Auswahl eines Anteils der Sonden sein, 
die ein bestimmtes Signal zeigen, also z.B. eine gewisse festgelegte 
Schwelle ubersteigen. Diese Schwelle kann wiederum abhangig vom 
Gesamtsignal gelegt werden, so dass z.B. die 25 % Polymersonden mit 
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dem hochsten Signal als erfolgreich eingestuft werden. Andere Kriterien 
waren z.B. die Kinetik der Bindungsreaktion oder die Spezifitat der Bindung. 

Eine Sequenz von 50.000 Nukieotiden enthalt, wie in 4.1 beschrieben, 
5 maximal 50.000 verschiedene Teilsequenzen einer Lange n. Wahit man in 
diesem Fall n = 8, so gibt es mehr 8-mere (4 8 = 65536) als in dieser 
Sequenz vorkommen konnen. Werden auf dem ersten Array nun alle 8- 
mere synthetisiert, so konnen nach der Hybridisierung nicht von alien 
Sonden Signale ausgehen. Die relevanten Sonden werden nun auf dem 
) f olgenden Array verlangert, die benotigte Stellplatzanzahl des Folgearray ist 
somit 4 x Signalanzahl, auf jeden Fall aber kleiner als 4 x 4 8 = 262144. In 
keinem Fall wird die auf den Folgearrays benotigte Stellplatzanzahl diesen 
Wert ubersteigen. 

Die Abbildungen 1 und 2 zeigen das Verhaltnis zwischen der Anzahl aller 
moglichen Sequenzen der Lange n und der Anzahl der potentiell moglichen 
unterschiedlichen Teilsequenzen, die im menschlichen Genom, im Genom 
von £. coli und im M. janaschii Genom vorkommen konnen. Die Anzahl 
aller moglichen Kombinationen (4 n ) nimmt exponentiell zu, wahrend die in 
den Genomen mogliche Anzahl der Teilsequenzen mit dem Erreichen einer 
spezifischen Lange nicht weiter zunimmt. Die Natur nutzt nur wenige der 
vorhandenen Moglichkeiten, diese konnen mit einem lernenden System, 
dem das hier beschriebene Verfahren zugrunde liegt, detektiert werden. 

Sind in einzelnen Iterationsschritten Signale nicht eindeutig auswertbar, so 
konnen diese Sonden als relevante Sonden betrachtet und auf den neuen 
Arrays weiter aufgebaut werden. Mit zunehmender Lange der Sonden wird 
die Hybridisierung spezifischer und die Aussage erwartungsgemaS 
eindeutiger. 

4.2.4 Optimierung und Verifikation der Ergebnisse durch Variation der 
Sonden 
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Neben der oben beschrieben Verlangerung konnen Sonden auch auf andere 
Arten von einem Array zum nachsten variiert werden. So kann - bei 
polymeren Sonden - auch eine Variation innerhalb der Sondensequenz 
durch Substitution einzelner Bausteine, z.B. Nukleotide, durch andere 

5 Bausteine erfoigen. Weiterhin konnen die Position oder/und die Dichte von 
Rezeptoren auf der Tragerflache variiert werden. Auch eine Variation in der 
Art der Kopplung von Rezeptoren auf der Trageroberflache, z.B. hinsichtlich 
der hierzu verwendeten Linkermolekule ist moglich. Daruber hinaus konnen 
die Bindungsbedingungen zwischen Analyt und Rezeptor in aufeinanderfol- 

3 genden Bestimmungszyklen variiert werden, wobei z.B. bei Nukleinsaure- 
Analyten eine Variation der Hybridisierungsbedingungen (z.B. Salzgehalt, 
Temperatur, Fluidbewegung oder andere Parameter) variiert werden 
konnen. SchlieGlich konnen auch die Synthesebedingungen beim Aufbau 
des Rezep-tors, z.B. bei der Kopplung vollstandiger Rezeptoren und 
5 insbesondere beim Aufbau des Rezeptors aus mehreren Synthon- 
Bausteinen variiert werden. 



So kann zum Beispiel die Position des Stellplatzes oder die Dichte der 
Stellplatze einen EinfluS auf die Hybridisierungs - oder/und 
Synthesebedingungen haben, so dass das nach der Hybridisierung erzielte 
Ergebnis nicht eindeutig zuzuordnen ist. Durch die Wahl einer neuen 
Stellplatzposition oder eine veranderte Stellplatzdichte auf dem folgenden 
Array kann eventuell ein besseres positives Signal erzeugt werden, bzw. 
das Fehlen eines Signals bestatigt werden. Dies ermoglicht es unter 
anderem im Verlauf des Verfahrens Erfahrungen uber die Hybridisierungs- 
und Synthesebedingungen der einzelnen Sonden zu sammeln. Die 
Ergebnisse konnen z. B. in einer Datenbank abgelegt werden, urn bei einer 
ahnlichen Problemstellen wieder Anwendung zu finden. Mit Hilfe der 
erzeugten Daten kann das System fur jede Problemstellung optimiert 
werden, so dass z. B. im Laufe der Zeit, bzw. in dafur ausgelegten 
Versuchen, Sonden selektieren werden konnen, mit denen sich die gleiche 
Problemstellung fur unterschiedliches Probenmaterial losen laSt. 
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Werden nur ausgewahlte Sonden auf einem Array synthetisiert, so ist es 
moglich relevant erscheinende Sonden im nachsten Schritt nur in einzelnen 
Stellen der Sequenz zu verandern, also einzelne Nukleotide gegen andere 
auszutauschen. Welche Sonden fur eine solche Modification in Frage 
5 kommen, rnufi fur jeden Anwendungsfall getrennt festgelegt werden. 

4.3 Ausfuhrungsbeispiele 

An zwei Beispielen soil verdeutiicht werden, wie das oben beschriebene 
io Verfahren z.B. angewendet werden kann, urn alle /7-mere von spezifischer 
Lange einer Sequenz zu bestimmen, ohne die zu untersuchende Sequenz 
gegen alle existierenden n-mere vergleichen zu mussen. 

Im ersten Beispiel wird das aus ca. 1,6 Millionen Nukleotiden bestehende 
is M.janaschii Genom untersucht. Mit Hilfe einer Simulation werden zunachst 
alle 9-mere dieses Genoms (zur Vereinfachung einzelstrangig) bestimmt. 
Von 262.144 moglichen Kombinationen von 9 Nukleotiden Lange treten in 
einem Strang des untersuchten Genoms 177.167 Kombinationen auf. Im 
nachsten Schritt werden alle relevanten Sonden verlangert; nach erneuter 
20 Hyhridisierung gehen von 436.325 der 708.668 Stellplatze auf dem neuen 
Array Signale aus. In der Simulation wird dieses Vorgehen bis zu einer 
Lange von 1 3 Nukleotiden wiederholt. Nach der Hybridisierung im letzten 
Schritt gehen von 1.441.322 Stellpfatzen Signale aus. Dies ist nur ein 
Bruchteil der insgesamt moglichen 67.108.864 Kombinationen von 13 
25 Nukleotiden Lange. 

Insgesamt konnen in einem Strang des M.janaschii Genoms bis zu ca. 1,6 
Millionen verschiedene Teilsequenzen einer Lange n auftreten. Das 
Verfahren nahert sich mit jedem Schritt dieser Obergrenze, kann sie aber 
30 nie uberschreiten. Dies bedeutet unter anderem, dass in keinem Schritt 
mehr als 6,4 Millionen Stellplatze benotigt werden, was im Vergleich zur 
Vielfalt aller moglichen Kombinationen eine relativ geringe Zahl ist. 
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lm zweiten Beispiel wird ein 1 88.642 Nukleotide langes Gen des Menschen 
untersucht. Zur Vereinfachung wird auch in dieser Simulation ein 
Einzelstrang gewahlt. 

5 lm ersten Schritt werden aile moglichen Sonden von 6 Nukleotiden Lange 
(4096) auf einem Array synthetisiert. Die Wahrscheinlichkeit, mit der eine 
Sondensequenz mehr a!s einmal in der zu untersuchenden Sequenz auftritt 
liegt bei 100%, deshalb gehen nach der Hybridisierung von alien 
Stellplatzen Signale aus, die Sondenlange wurde also zu kurz gewahlt. lm 
io nachsten Schritt mussen daher alle 7-mere synthetisiert werden, also 
16.384 Stuck. Nach der Hybridisierung gibt es 14.803 relevante Sonden, 
die auf einem neuen Array synthetisiert und verlangert werden. Dieses 
Vorgehen wird bis zu einer Sondenlange von 20 Nukleotiden wiederholt. 
Nach der letzten Hybridisierung gehen von 180.362 Stellplatzen Signale 
is aus. lm Laufe des Verfahrens nahert sich die Anzahl der relevanten Sonden 
der maximal moglichen Anzahl von ungefahr 188.600, wie im ersten 
Beispiel kann diese Zahl aber nicht uberschritten werden. 

Somit ermoglicht das erfindungsgemafce Verfahren die Bestimmung von 
20 Teiteequenzen mit spezifischer Lange, ohne alle Sequenzen dieser Lange 
erzeugen zu mussen. 

4.4 Probenvorbereitung 

25 Das erfindungsgema&e Verfahren kann sowohl mit einzelstrangiger RNA 
Oder DNA (ssRNA bzw ssDNA) als auch mit doppelstrangigen Nuklein- 
sauren, z.B. dsRNA bzw. dsDNA) durchgefuhrt werden. Die Nukleinsauren 
werden dazu entsprechend dem Stand der Technik aus Viren, Bakterien, 
Pflanzen, Tieren oder dem Menschen isoliert oder konnen aus anderen 

30 Quellen stammen. 
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Einzelstrangige Nukleinsauren werden in der Mehrzahl der Falle ausgehend 
von dsDNA durch spezielle in vitro Verfahren erzeugt. Hierzu zahlen z.B. 
asymmetrische PCR (erzeugt ssDNA), PCR mit derivatisierten Primern, die 
eine selektive Hydrolyse eines einzeinen Stranges im PCR-Produkt ermog- 
lichen, oder die Transkription durch RNA-Polymerasen (erzeugt ssRNA). Als 
Matrizen konnen bei der Transkription neben nicht klonierter 
einzelstrangiger DNA vor allem auch in spezielle Vektoren (z.B. 
Plasmidvektoren mit einem Promotor; Plasmidvektoren mit zwei 
unterschiedlich orientierten Promotoren fur eine bestimmte oder zwei 
unterschiedliche RNA-Polymerasen) klonierte dsDNA eingesetzt werden. 
Die in die Plasmide klonierte Insert-DNA oder die bei der PCR eingesetzte 
DNA-Matrize konnen zum einen aus Viren, Bakterien, Pflanzen, Tieren oder 
dem Menschen isoliert werden. Zum anderen aber prinzipiell auch in vitro 
durch reverse Transkription, RNaseH-Behandlung und anschliefcende 
Amplifikation (z.B. durch PCR) aus ssRNA erzeugt werden. Als RNA- 
Matrizen sind hier neben rRNAs, tRNAs, mRNAs und snRNAs auch in vitro 
erzeugte Transkripte (entstanden z.B. durch Transkription mit SP6-, T3- 
oder T7-RNA-Polymerase) geeignet. Fur den Fachmann sind noch weitere 
Methoden denkbar. 



Doppelstrangige Nukleinsauren konnen z.B. aus dsDNA gewonnen werden. 
Diese dsDNA kann zum einen als genomische, chromosomale DNA, als 
extrachromosomales Element (z.B. als Plasmid) oder als Bestandteii von 
Zellorganellen aus Viren, Bakterien, Tieren, Pflanzen oder dem Menschen 
isoliert werden, zum anderen aber prinzipiell auch in vitro durch reverse 
Transkription, RNaseH-Behandlung und anschlieBende Amplifikation (z.B. 
durch PCR) aus ssRNA erzeugt werden. Als RNA-Matrizen konnen hierbei 
neben rRNAs, tRNAs, mRNAs und snRNAs wiederum in vitro erzeugte 
Transkripte (entstanden z.B. durch Transkription mit SP3-, T3- oder T7- 
RNA-Polymerase) eingesetzt werden. 
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Die fur das Verfahren vorgesehenen Nukleinsauren werden vorzugsweise 
sequenzspezifisch oder/und sequenzunspezifisch fragmentiert (z.B. durch 
sequenz(un)spezifische Enzyme, Ultraschall oder Scherkrafte), wobei eine 
vorbestimmte, z.B. im Wesentlichen homogene Langenverteilung der 
Bruchstucke/Hydrolyseprodukte angestrebt wird. Wird die vorbestimmte 
Langenverteilung der Fragmente zunachstnichterreicht, kann anschliefcend 
eine Langenfraktionierung z.B. durch gelelektrophoretische oder/und 
chromatographische Verfahren durchgefuhrt werden, urn die gewunschte 
Langenverteilung zu erhalten. Es kann allerdings auch Anwendungen 
geben, bei denen eine definierte Fragmentierung durchgefuhrt wird, z.B. 
unter Verwendung sequenzspezifischer Enzyme oder Ribozyme. 

Die entstehenden Fragmente werden vorzugsweise markiert, z.B. mit 
fluoreszierenden Agenzien, weitere Mdglichkeiten sind der Einbau 
radioaktiver Isotope, lichtbrechende Partikel oder enzymatische Marker wie 
Peroxidase. Die Markierung erfolgt dabei bevorzugt an den Enden der 
Fragmente (terminale Markierung). 3'-terminale Markierungen konnen unter 
Verwendung geeigneter Synthone z.B. mit der terminalen Transferase oder 
der T4 RNA-Ligase durchgefuhrt werden. Werden fiir die Fragmentierung in 
vitro erzeugte RIMA-Transkripte eingesetzt, kann die Markierung auch vor 
der Fragmentierung durch bei der Transkription eingesetzte markierte 
Nukleotide erfolgen (interne Markierung). Weitere Verfahren wie Nick 
Translation sind dem Fachmann bekannt. 

Die markierten, fragmentierten Nukleinsauren konnen dann in einer 
geeigneten Hybridisierungsldsung gegen das Oligonukleotid-Array 
hybridisiert werden. 



5. Anwendungen 
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Das erfindungsgema&e Verfahren kann in einer Ausfuhrungsform fur die 
Analyse von differentieller Expression genutzt werden. Dazu werden zwei 
Proben A und B aus unterschiedlichen Zellen gewonnen, die miteinander 
vergiichen werden soilen. Dabei konnte A eine normale Zefle und B eine 
5 Krebszelle sein. Beliebige andere Unterschiede sind moglich. 

Die Proben werden nun mit Hilfe dynamischer lernender Arrays 
charakterisiert und diejenigen Sonden als negativ eingestuft, d.h. haben 
definitionsgemaS kein Signal ergeben, die in beiden Proben ausreichend 
10 ahnlich oder gleich reprasentiert sind. Weiterverfolgt werden hingegeben 
solche Sonden, bei denen nur bei einer der beiden Proben ein Signal zu 
sehen war. So werden zunehmend spezifische Sonden selektiert, die nur in 
einer der beiden Proben komplementare Sequenzen vorfinden. Bei einer 
lange von 25 - 30 Nukleotiden ist fur den Menschen eine solche Sonde 
15 selbst unter Berucksichtigung aller vorhandenen Gene (die nie alle 
gleichzeitig exprimiert werden), die nur 1-10% der genomischen DNA 
ausmachen, hochspezifisch. Damit werden die selektierten Sonden zu 
Markern fur differentieil exprimierte Gene oder zumindest Spleissvarianten. 
Gleichzeitig kann man aber auch ein Korrelat fur EST's darin sehen, da bei 
20 entsprechender Sondenlange 30-40 Basenpaare der Sequenz bestimmt sein 
konnten. Wenn fur das humane Genom 30mere als differentielle Marker 
bestimmt sind, dann reicht diese Lange der Sonde mit hoher 
Wahrscheinlichkeit aus, urn das entsprechende mRNA Molekul eindeutig 
identifizieren zu konnen. 

25 

Die Sonden konnen in einem weiteren Arbeitsschritt als Fangersonden 
(capture probes) fur die spezifische Isolation der entsprechenden mRNA 
Population genutzt werden. Auf diese Weise kann Material gewonnen 
werden, das fur weitere Untersuchungen wie eine Sequenzierung oder 
30 Klonierung zur Verfugung steht. 
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Damit lassen sich zum einen Klone aus einer Bibliothek fischen, z.B. mit 
etablierten Verfahren wie Blots und Filtern aus Bibliotheken in Bakterien, 
Hefen oder anderen geeigneten Zellen. Andererseits lassen sich diese 
Oligo-EST's auch nutzen, um von hier aus mit bekannten Verfahren wie 
5 Primer Walking oder mit anderen Verfahren weitere Teile der Sequenz zu 
entschlusseln. 

In einer Variante kann das erfindungsgemaBe Verfahren genutzt werden, 
um geeignete Fangersonden (capture probes) in einem entsprechenden 
io lernenden Verfahren zu optimieren. Dies kann z.B. im Hinblick auf ihre 
Spezifitat oder/und ihre Zuganglichkeit fur die Zielmolekule erfolgen. 

Auch andere Oligonukleotide konnen im erfindungsgema&en Verfahren auf 
Eigenschaften wie eine bestimmte Funktion, die Spezifitat der Bindung 
15 oder/und Zuganglichkeit zum Zielmolekul hin optimiert werden. Solche 
Oligonukleotide sind z.B. Antisense-Molekule und Ribozyme. 

In einer weiteren Variante des Verfahrens werden Phagenbibliotheken oder 
ahnliche biologisch funktionelle Bibliotheken mit Hilfe des 
20 erfindungsgema&en Verfahrens auf bestimmte Optimierungsziele hin 
selektioniert. Der Vorteil eines solchen Einsatzes ist die parallele 
Optimierung der Sonden auf der festen Phase und die Selektion einer 
Population aus der Bibliothek. So konnen Optimierungsprozesse 
beschleunigt werden, 

25 

In noch einer weiteren Variante konnen auf weiteren Arrays die 
differentiellen Sonden ohne weitere Charakterisierung verwendet werden, 
um damit weitere Proben zu untersuchen, z.B, Zellen, die einem ahnlichen 
Krankheitsbild zugeordnet werden. So kann ohne weitere Arbeit wie 
30 Klonieren, funktionellen Studien etc. ein Zusammenhang hergestellt oder 
eine fur diagnostische Zwecke sinnvoll erscheinende Kombination von 
Sonden etabliert werden. Damit wird ein gro&er Teil eines Screening- 
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Ansatzes mit hohen Durchsatz und relativ geringem Aufwand an 
molekularbiologischen und biochemischen Experimenten moglich, und erst 
interessante Sonden bzw Oligo-EST's werden in weiterfiihrende Arbeiten 
ubernommen. 

5 

Ein Aspekt der beschriebenen Anwendungen ist, dass weitgehend 
undefiniertes Material ohne Vorkenntnisse uber die Sequenz der darin 
enthaitenen Nukleinsaure effizient nach differentiell exprimierten oder 
differentiell reprasentierten Sonden und damit ggf Genen oder 
io Spleissprodukten durchsucht werden kann. Man benotigt nur eine 
Vergleichsprobe, gegen die die Differenzierung vorgenommen wird. 

Ein weiterer wesentlicher Vorteil der beschreibenen Vorgehensweise liegt 
darin, dass der Selektionsprozess die Optimierung der Sonden auf stabile 
15 Hybridisierung, Zuganglichkeit der Zielsequenz und Deutlichkeit des 
Signales hin bereits beinnhaltet. Es werden quasi systemimmanent die fur 
ein deutliches Signal am besten geeigneten Sonden ausgewahlt, die dann 
zudem hochspezifisch sind. 

20 In einer weiteren Ausfuhrungsform werden die beschriebenen 
Mechanismen eingesetzt, um genomische DNA in zwei Proben zu 
vergleichen. So konnen z.B. chromosomale Aberrationen wie Deletionen 
etc. identifiziert werden. 

25 In einer anderen Ausfuhrungsform werden genomische DNA Populationen 
verglichen, um sogenannten Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) zu 
identifizieren. Dazu mag es zweckmafiig sein, die DNA aus zwei oder mehr 
Probenquellen zu vergleichen. Fur den Prozess des Vergleiches kann es 
auch von Interesse sein, bei bekannten SNP's den Gehalt von zwei oder 

30 mehr Genomen auf diese SNP's hin zu untersuchen, um in einem 
automatisierten Verfahren die unterschiedlichen SNP's zu finden. 
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Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist die Moglichkeit zur Optimierung der 
physiko-chemischen Eigenschaften der Polymersonden. Dazu zahlt zum 
Beispiel die Lange des Linker-Molekuls, das einen Rezeptor mit der festen 
Phase verbindet, seine Ladung oder andere Charakteristika des Linkers, die 
5 das Bindungsereignis an den Rezeptor beeinflussen. Auch Effekte durch 
Wechselwirkung von Rezeptoren auf benachbarten Feldern und die 
unterschiedliche Zuganglichkeit von Probenmaterial fur die Rezeptoren 
konnen systematisch optimiert werden. 

io Als weitere physiko-chemische Eigenschaft konnte die Schmelztemperatur 
oder Duplexstabilitat bei bestimmten Rahmenbedingungen wie z.B. dern 
Salzgehalt im Puffer optimiert werden. 

Dieser Prozess ist dann prinzipiell geeignet, urn Bibliotheken von 
is Polymersonden mit bestimmten Eigenschaften zu entwickeln. Ein Beispiel 
ware eine Bibliothek von 25-30 Basen langen Oligosonden, die bei einer 
vorbestimmten Temperatur, z.B. 35°C, ihren Schmelzpunkthaben (definiert 
als Tm). Eine solche empirisch entwickelte Bibliothek ist von sehr grofcem 
Wert fur die Auswahl von entsprechenden Oligosonden fur unterschiedliche 
20 Anwendungen, insbesondere fur die Anwendung als Sonden auf einem 
Array. Die Bibliothek kann bei der Entwicklung eines neuen Arrays fur eine 
bestimmte Fragestellung, z.B. den Nachweis der Expression einer kleinen 
Auswahl an Genen aus einem groBeren Genom wie dem Humangenom 
verwendet werden, urn schnell geeignete und empirisch validierte Sonden 
25 in den Auswahlprozess einzubeziehen. 

Andere Bibliotheken konnen nach einer bestimmten Lange ausgewahlt sein. 
Aus verschiedenen Bibliotheken konnen Sonden wiederum gemischt 
werden. Der Auswahlprozess kann dabei so ablaufen, dass, ausgehend von 
30 einer bestimmten Anzahl an Stellplatzen, die maximal mogliche Varianz an 
Oligomeren aufgebaut wird. Dies waren im Fall von 64.000 Stellplatzen in 
etwa alle 8mere. Dieser Array wird mit einer Mischung aller 
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8mere als Probe hybridisiert und die 25 % Sonden mit dem starksten Signal 
selektiert. Diese erfolgreichen Sonden werden nun in einern neuen Array zu 
9meren verlangert. So kann eine Bibliothek von Oligomeren der Lange n 
entstehen, nach n-Ausgangslange Informationszyklen, die aus b = (Anzahl 
der Steliplatze) moglichen Mitgiiedern besteht. Damit werden viele dem 
Fachmann bekannten Probleme mit der rein theoretischen Vorhersage von 
geeigneten Oiigosonden durch ein empirisches Verfahren geldst. Fur eine 
grofce Zahl b kann eine Generation an Oiigosonden auch parallel oder 
nacheinander in verschiedenen Reaktionstragern aufgebaut werden. So 
konnte mit ca. 1 Million Stellplatzen mit n = 10 begonnen werden. 

Daruber hinaus eignet sich das Verfahren auch zur Optimierung des 
Herstellprozesses oder zu vergleichenden Untersuchungen zur 
Synthesequalitat. 



Ein anderer Aspekt der Erfindung ist die Konzeption von Diagnose- 
Systemen, z.B, von individualisierten oder/und mehrstufigen Diagnose- 
Systemen, die eine analytische Anwort ebenfalls in lernenden Zyklen 
erarbeiten und z.B. in 2 oder mehr Zyklen das Probengut untersuchen. 
20 Dabfei konnte die erste Runde bzw der erste Array einer Art "Pre-Scan" in 
Analogie zu einem Bildscanner dienen, wahrend darauf folgend dann an 
den ais relevant erkannten Stellen weiter in die Tiefe gesucht wird. So 
konnte in einer konkreten Anwendung erst der Expressionszustand erfaEt 
werden, um dann bei denjenigen Genen, die eine Abweichung zeigen, im 
25 Detail die Sequenz zu erfassen oder bestimmte bekannte Aberationen, 
Mutationen oder SNP's zu bestimmen. Dabei kann die Probe z.B. mit einem 
Standard verglichen werden, und aus diesem Vergleich kann dann ggf. die 
Art der weiteren Analyse folgen, z.B. Auswahl von diagnostischen 
Kombinationen an Polymersonden auf dem nachsten Array. In einer 
weiterfuhrenden Anwendung ist es denkbar, aus diesem Ansatz dann 
"dynamische" Tests zu entwickeln, bei denen es darum geht, das 
Probengut durch mehrere Schleifen der Veranderung oder Optimierung des 
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Arrays zu schicken, bis z.B. die diagnostische Antwort eine statistische 
Schwelie (Signifikanz etc.) uberschreitet. 

Insgesamt eignet sich ein flexibles, auf Basis von Selektionsvorgangen 
5 evoiutiv arbeitendes System wie das erfindungsgemaSe Verfahren besser 
als starre Arrays, urn der Piastizitat des Lebens und seiner 
Erscheinungsformen eine Piastizitat der analytischen Werkzeuge und 
Fragestellungen entgegenzuhalten, urn damit auch angesichts der Masse an 
Information in biologischen Systemen mit begrenztem Aufwand zu 
io sinnvollen Aussagen zu kommen. 
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Anspruche 

1 . Verfahren zur Bestimmung von Analyten in einer Probe umfassend 
s die Schritte: 

(a) Durchfuhren eines ersten Bestimmungszyklus umfassend: 

(i) Bereitstellen eines Tragers mit einer Oberflache, die an 
einer Vielzahl von vorbestimmten Bereichen 
immobilisierte Rezeptoren enthalt, wobei die 

10 Rezeptoren in einzelnen Bereichen jeweils eine 

unterschiedliche Analytspezifitat aufweisen, 

(ii) Inkontaktbringen der Probe, die zu bestimmende 
Analyten enthalt, mit dem Trager unter Bedingungen, 
bei denen eine Bindung zuwischen den zu 

15 bestimmenden Analyten und dafur spezifischen 

Rezeptoren auf dem Trager erfolgen kann, und 

(iii) Identifizieren der vorbestimmten Bereiche auf dem 
Trager, an denen eine Bindung in Schritt (ii) erfolgt ist, 

(b) Durchfuhren eines nachfolgenden Bestimmungszyklus 

20 umfassend: 

(i) Bereitstellen eines weiteren Tragers mit einer 
Oberflache, die an einer Vielzhal von vorbestimmten 
Bereichen immobilisierte Rezeptoren enthalt, wobei die 
Rezeptoren in einzelnen Bereichen jeweils eine 

25 unterschiedliche Analytspezifitat aufweisen, wobei fur 

den weiteren Trager Rezeptoren ausgewahlt werden, 
bei denen in einem vorhergehenden Zyklus ein 
vorbestimmtes charakteristisches Signal beobachtet 
worden ist, und wobei die ausgewahlten Rezeptoren 

30 oder/und die Bedingungen der Rezeptor-Analyt-Bindung 

gegenuber einem vorhergehenden Bestimmungszyklus 
verandert werden, 
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(ii) Wiederholen von Schritt (a) (ii) mit dem weiteren Trager 
und 

(iii) Wiederholen von Schritt (a) (iii) mit dem weiteren 
Trager und 

(c) gegebenenfalls Durchfuhren von einem oder mehreren 
weiteren nachfolgenden Bestimmungszyklen jeweils mit 
Auswahl und Veranderung der Rezeptoren gemafc Schritt (b) 
(i), bis eine ausreichende Information uber die zu 
bestimmenden Analyten vorliegt oder/und bis das Signal nach 
erfolgtem Bindungsereignis einem vorbestimmten Kriterium 
entspricht. 



2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 
15 dass man Nukleinsaure-Anaiyten bestimmt. 



3. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Nukleinsaure-Anaiyten ausgewahlt werden aus 
doppelstrangiger DNA, einzelstrangiger DNA und RNA. 



4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Nukleinsaure-Anaiyten vor dem Inkontaktbringen mit dem 
Trager sequenzspezif isch oder/und sequenzunspezif isch f ragmentiert 
werden. 



5. Verfahren nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass durch die Fragmentierung und gegebenenfalls eine 
nachfolgende Langenfraktionierung Nukleinsaurefragmente miteiner 
vorbestimmten Langenverteilung erzeugt werden. 
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6. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass Nukleinsaurefragmente mit einer im Wesentlichen homogenen 
Langenverteilung erzeugt werden. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Analyten Markierungsgruppen tragen. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Markierungsgruppen optisch detektierbar sind. 



i5 9. Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass Fluoreszenzmarkierungen oder/und Metallpartikelmarkierungen 
verwendet werden. 



10 



20 1 0. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Rezeptoren aus polymeren Sonden ausgewahlt werden. 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 10, 
25 dadurch gekennzeichnet, 

dass die Veranderung der Rezeptoren eine Veranderung der 
Sondensequenz umfaSt. 

1 2. Verfahren nach Anspruch 1 0 oder 1 1 , 
30 dadurch gekennzeichnet, 

dass die Veranderung eine Verlangerung der Sondensequenz umfafSt. 
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1 3. Verfahren nach Anspruch 1 0 oder 1 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Veranderung eine Variation in der Sondensequenz umfaftt. 

5 14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Veranderung eine Variation der Position oder/und Dichte 
von Rezeptoren auf der Trageroberflache umfa&t. 

io 15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Veranderung eine Variation in der Art der Kopplung von 
Rezeptoren auf der Trageroberflache umfafct. 



is 16. Verfahren nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass zur Kopplung der Rezeptoren verwendete Linkermolekule 
variiert werden. 

20 17. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Veranderung eine Variation der Bindungsbedingungen 
zwischen Analyt und Rezeptor umfaSt. 

25 18. Verfahren nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass bei Nukleinsaure-Analyten eine Variation der 
Hybridisierungsbedingungen erfolgt. 



30 19. 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 
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dass die Veranderung eine Variation der Synthesebedingungen bei 
einem Aufbaudes Rezeptors auf der Trageroberflache umfassen. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, 
5 gekennzeichnet dadurch, 

dass die Veranderung eine Variation der Stellplatzgeometrie, 
insbesondere der Stellplatzgrd&e, umfasst. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 19, 
10 dadurch gekennzeichnet, 

dass die Veranderung eine empirische Auswahl bzw. gezielte 
Selektion einer Rezeptoren-Bibliothek umfasst. 



22. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 21 zur 
is differentiellen Expressionsanalyse. 

23. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 21 zur 
differentiellen Genomanalyse. 



20 24. Verwendung nach Anspruch 23 zur Identifizierung chromosomaler 
Polymorphismen oder Aberrationen. 



25. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 21 zur 
Auswahl oder/und Optimierung von Hybridisierungssonden. 

25 

26. Verwendung des Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 21 zur 
Diagnostik, z.B. zur individualisierten oder/und mehrstufigen 
Diagnostik. 



30 27. 



Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 21 in 
der Expressionsanalyse fur die Auswahl einer Subpopulation an 
Genen. 
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28. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 21 zui 
Auswahl oder/und Optimierung von Fangersonden. 

29. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 21 zur 
5 Auswahl oder/und Optimierung von Antisense-Oligonukleotiden. 

30. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 21 zur Auswahl 
oder/und Optimierung von funktionellen Nukleinsauren wie 
Ribozymen. 

10 

31 . Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 21 zur Unterstutzung 
oder/und Beschleunigung von Auswahl verfahren bei 
Selektionsprozessen wie Phage Display. 
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